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論文内容要旨
 生体の免疫反応における一連の補体活性化経路の中でC3(補体第3成分)は中心的な役割を
 もつが,ヒト白血球膜上にはこのC3に対するreceptor(C3R)が存在する。このことは補体と
 白血球に重要な相互作用があることを示唆する。
 これまで,活性化されEA(sensitizedsheeperythrocyte)膜上に結合したC3bの分解は,C3b
 INA(C3binactivator)によりC3cとC3dに切断されるとして,白血球にはC3bRとC3dRの
 二種のC3receptorが存在するといわれてきた。しかし,近年Carloら(J・1㎜mo』123:523・
 1979)は,C3bはC31NAとβ1H(β1Hglobulin)㊤作用でC3biという中間段階にまずなり,更
 にprotease(trypsinなど)の作用をうけてC3dまで限定分解されることを示した。従って,こ
 れまでEAC3d(EA-C3dcomplex)と考えられていたものがEAC3biであったとしている(Ross,
 Fed・Proc,83:1467,1979)。このため・この新知見に基づいてヒト白血球のC3recepor分布を
 再検討する必要が生じ,今回,精製補体成を用いてEAC3b,EAC3x,EAC3bi,EAC3dを作
 製し,Bce11(Blymphocyte),PMN(polymorphonuclearce11),Mono(Monocyte),HuE
 (humanerythrocyte)・Raji;cell(1ymphoblastoidcellline)とのEACロゼットを観察した。
 また,その際の二価イオン依存性についても検討した。
方
法
 1:既知の方法に従いモルモット血清からC1,ヒト血清よりC4,C2,C3を精製し,順にE
 Aに作用させてEAC1423b(以下EAC3b)とした。このEAC3bに対しCarloらに基づき,β1H
 とC31NAを同時に作用させてEAC3biとし,更に,終濃度0.1μg/mtのtrypsinで処理してEA
 C3dとした。またOkudaら(lmmnnology,41:159,1980)によりEAC3bにβ1Hのみを作用さ
 せてEAC3xとした。
 2:標的細胞となる白血球は,まず健康成人EDTA(ethyle国iaminetetraaceticacid)加静脈血
 より,Fico11-Isopaque比重遠心法後,浮遊細胞からFCS(fetalcalfserum)処理Plastic
 dish付着細胞としてMono(純度85-95%),非付着細胞のうち非ENロゼット形成細胞をB
 cell(同90%)として採取した。比重遠心後の沈降細胞を,dextranを加えて静置し,浮遊細胞
 をPMN(同88-95%)とした。
 3:EACロゼット形成はマイクロプレート法によった。即ち,PBS(phosphatebaffered
 saline)に浮遊した細胞をpoly-L-Lysin処理microtestplate(Falcon・#3034)に
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1 付着させ,FCS処理後洗浄した。次に目的によりEDTA又は種々の濃度のMg2+,Ca2+を含ん
 だbufferに浮遊したEACを加え,37℃60分間incubateして白血球と反応させた。400-900個
 の細胞を算定し,ロゼット形成率を求めた。
結果
 1:作製した各EACの特異性を検討した。EACをGVB2+(L5×10-4MCaC12,5.0×10-4M
 MgC12,0.1%geIatinVeronalbaffer)中でHuE(C3bRを有す)およびRajice11(C3dRを有す
 がC3bRはない)とのロゼット形成を観察した。また,ウシ血清より抽出したconglutinin〔C3biを特異
 的に凝集させる(飯田・第16回補体シンポジウム記録・55・1979)〕との反応をみた。EAC3bはHuEとのみ
 反応した。EAC3biはHuEとの反応性を消失し,RajiceU,conglutininと反応した。EAC3d
 はcon91utininにより凝集せずRajice11とのみ反応した。また,EAC3xはRajice11と結合し,
 Okudaらの報告と一致した。従って,これらのEACは充分な特異性をもつと考えられた。
 2:白血球とEACのロゼット形成とEDTAの影響をみた。EAC3bとEAC3xはGVB2+,
 0.04MEDTAGVB中でもBce11,PMN,Monoと強くロゼットを形成した(65-97%)。0.04M
 EDTA中でMonoとEAC3xの反応が弱い(12%)がEDTAの細胞への直接作用と考えられた。
 EAC3biとBceIlの結合はEDTAの影響をうけなかった(81-87%)。PMNはGVB2+中で91%,0.01
 MEDTA存在下で1%,0.04Mでは2彩と二価イオンに依存した。MonoもPMNと同様であ
 った。EAC3dはBcellとのみ結合した(65-66%)。
 3:更にEAC3biの二価イオン依存性を検討するため,種2の濃度のMg2+・Ca2+を含むVBS
 (Verona1-bufferedsaline)中でPMN・Monoとのロゼット形成をみた。その結果,両細胞とも
 Mg2+に依存してEAC3biロゼットを形成し,Ca2+には依存性が低いがMg2+との相乗作用を示した。
 4:上記より,EAC常(EA-C5deficientmousecomplem㎝t)のMg2+依存性(橘,第15回
 補体シンポジウム記録,44,1978)とEAC3biの場合が類似していることがわかり,EAC溺を
 trypsin処理後,そのロゼット形成をみた。その結果trypsin濃度に依存して,PMN,Monoと結
 合しなくなり,C3dRを有すBcell,Rajice11とのみ結合するようになった。従って,EAC別
 上にはC3bi又はC3biとC3dが結合しており,C3biとPMN・Monoが二価イオン依存性に結
 合すると考えられた。
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 審査結果の要旨
 白血球の補体レセプターのうち,補体第3成分(以下C3)に関しては,ヒト赤血球(以下hu
 E)にみられるC3bレセプタrバーキットリンパ腫由来の株化細胞であるDaudi細胞又はRaji細
 胞に代表されるC3dレセプターが知られている。しかし,最近C3bの分解過程の中間段階とし
 てC3biとC3xの存在が報告され,これらに対する白血球のレセプターを検討する必要が生じ
 た。また,従来多形核白血球(以下PMN)と単球(以下Mono)の.C3dレセプターは二価イオン
 依存性であるとされてきたが,この点についても再検討の必要があった。本論文では,主にこの
 二点につき検討している。
 このためにまずモルモット血清よりC1,ヒト血清よりC4,C2,C3を分離精製し,IgM
 抗体感作ヒツジ赤血球(以下EA)に順に反応させてEAC1423b(以下EAC3b)を作製し
 た。ヒト血清より補体調節蛋白のβ1HグロブリンとC3bInactivatorを精製して,EAC3b
 に作用させたものをEAC3biとし,EAC3dはEAC3biにトリプシンを作用させ,又EAC
 3xはEAC3bに屠HグロブIJンのみを作用させて得た。ヒト末梢血より単離された各種白血球
 をマイクロプレートに付着させておいて,上述のEACを加えて37℃60分間反応させ,ロゼット
 形成率を算定したものである。'
 まず実験に先だち(1}作製したEAC.が十分特異的であることを確認した後〔2)白血球とEACの
 ロゼット形成と,その際のEDTAの影響をみ,EAC3bとEAC3xはBリンパ球(以下Bcell)
 PMN,Monoと結合し,0.04MEDTAの影響をうけなかったが,EAC3biはBceHとの結
 合はEDTAの影響をうけないが,PMNとMonoとは0.01MEDTA存在下でロゼット形成
 率が著しく低下し,EAC3dはPMNとMonoと結合せずにBce11とのみ結合し,その際EDTA
 の影響をうけなかったと言う。(31PMN,Monoでは,EAC3biとMg2+依存性に結合し,Ca2+
 との相乗作用を認めている。
 C5欠損マウス血清をEAに作用させて得たEAC拠はPMN,Monoと二値イオン依存性に結合す
 ることが報告されているが,前述の結果から,これがC3biレセプターを介して行なわれていると
 考えられるとし,このEAC脚をトリプシン処理することにより,Bce11とDaudi細胞とのみ結合す
 る(従ってEAC3dに相当すると考えられる)EACが得られることを認めている。
 補体レセプターの研究は,臨床上には白血病細胞の分類や,糸球体腎炎などの自己免疫疾患の
 病理学的検討,丁細胞B細胞の算定などに広く利用されているが,白血球のC3レセプターを総
 括的に検討し,また補体レセプターのもつ二価イオン依存性を示した以上の成績は今後のこの分
 野の研究の展開に有意義であり,本論文は学位授与に値することを認める。
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